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Esperamicin A 1 Esperamicin A2 
Staphylococcus aureus 209 <0.0008 0.0063 
Staphylococcus aureus Smith <0.0008 0.0031 
Bacillus subtilis PCI 219 <0.0008 0.05 
Micrococcus luteus 1001 0.0016 0.0063 
Micrococcus flavus 0.0008 0.0016 
Mycobacterium 607 0.05 0.1 
Escherichia coli NIHJ 0.1 0.8 
Klebsiella pneumoniae 011 0.4 0.8 
Pseudomonas aeruginosa 015 0.8 1.6 
Bacteriodes fragilis A 20928 0.2 1.6 
Clostridium difficile A 21675 0.4 0.8 
Clostridium perfringens A 9635 0.05 0.8 
Candida albicans IAM 4888 0.4 0.4 


































































































NANO pure I趨純水製造装慌 (Barnstead) にて処.slIし、比瓜抗 1OMQ 
以l二の純水を使用したo
( 2 ) エスペラミシン・ジスルフィド (ESPdisulfide) ( 6 )の合成











たDNAを回収し、最終的に少抗のグリセロール (10%)-BPB (0.05%) 
色ぷ溶液に溶解して氾気泳動mよ科とした。屯会L泳動は、 DNA染色のた









HO thiomethyl sugar 
[7<1 エスペラ ミシンへの{;!f:i主
状 (form1)、開環状 (form1)、及び直鎖状 (fonnIfI) ) の割合を、しKB
2222 Ultro Scan XLレーザーデンシ トメーター (PhannaciaLKB)によって
測定し、各反応、系におけるDNA切断活性を評価した。
( t1 ) DNA切断血)~特民性の観察
ESPAl等によるDNA切断K弘法部位は、片側 5・AJ;品を 32pにて標識した













( 5 ) 液体クロマトグラフィー (HPLC) による分析
ESPAlの化学変化等を A301・JS-120A ODSカラム(ヤマムラ化学、
4.6 x 1∞mm)を用いた HPLCによって評価した。流速は 1ml/分に設
定し、その流出液は 254nm波長の吸光度測定モニターにより分離分析し
fこ。
( 6 ) 紫外殺の照射
紫外線光源として 254nmにql心波長を持つ殺的ランプ(東芝 OL15)、
または 310nmに中心波長を持つトランスイルミネーター (Ultra-Violet 
Produc凶，Inc.、百136) を使mした。光源と反応液の距離は 3._. 10 cmと
し、 トランスイルミネーターを用いた実験系においては 300nm以下の短
波長側の紫外光を UVフィルターによって遮断して照射した。
( 7 ) 各種スペクト Jレの測定
x-バンドESRスペクトルの測定は日本氾r(株)JES -FE3X (100 
KHz) をJlJいて室沿で行ない、 g他ならびに磁場は、 MgO中のMn2+(ÔH~4 















































ン1)、 ESPA1 ( l~M) によって処理したpBR322DNAのアガロースゲ Jレ屯公泳動
像。反J.l:.、サンプJレは37'Cにおいて 1分間(レーン 3)、5分IJ(レー ン 4)、 10 
分間(レーン 5)、30分間(レーン 6)、60分間(レーン 7)、または 12 0 
分間(レーン 8)インキユベートした。レーン 2はDNAプランクをボす
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以3 各桔還元剤によるESPAl活性化DNA切断
一一1
種々の還冗斉IJ (各々 O.lmM)存在下、 ESPAl(1午M)によって37'C、 30分間
処理したpBR322DNAのアガロースゲル電気泳動像。(レーン 2)NaB凡、 (レーン
3) NADPH、 (レー ン4)しアスコルビン酸、 (レー ン5)ジテオン酸ナトリウム、




















を各々示す レー ン6及び7t'iペプロマイシン・鉄 (n)錯体 (20μM)により無限紫



















D・マンニトール (ImM)、N-低ルプチル+フェニルニトロン (1∞mM 
)、又はチロン (lmM)の添加によって全く影響されなかった(閃5及
び図6)。





熊変ドカタラーゼ (10μglml)、またはカタラーゼ (10μg/ml、450U/ml の布イt下、









レーン 1-5は各々、マン三トーJレ(ImM)、問 (ImM、、 1，4・グアザピシクロ




























-2 5) 0 1，5・ジイン・ 3・エンにおけるこつの宅近結介点端nリの距離が
3.20--3.31 A以下のとき、宅温で Bergman反応が進行し得るという分子
力場計算(MM2)の結果 (24)も上記のESPAl活性化機構を支持して
いる。-}JESPA1と同系列の分子構造を有する カリ ケミシン (CAL)
(2 6) (閲8)が炭素中心ラジカルを生じることが、 ∞ '2Cl2中の重水


































凶9レーン 4及び 11 は、その実験結果の一例として、 H・ ~l1J 5・~端を
認pで標識したプラスミド pUC19DNAの制限フラグメント (Acc1とAcc
Iにより調製した322庖基対のDNA断)~-)をESPAl(50μM)ージチオス








カリケミシン (C>>T>A=G) (1 8)、ネオカlレチノスタチン (T>
A > C > G) (2 8 ~ 3 3)、あるいはプレオマイシンー欽 (C>T>A> 
G) (3 4 )とは異なっていた。ネオカルチノスタチンによるDNAのf負
傷はチミン及びアデニン塩基で生じ、すべてのチミン部位で切断が引き





トシン塩基、あるいは 7・TG・3¥5'・CG-3・配列中のチ ミン及びシ ト
シン血基を優先的に攻撃する。ネオカルチノスタチンは場介により 5'-
TG・3'配列におけるチミ ン塩基を優先的に切断する (2 9)が、隣接庖
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5・・末端 31p標識pUC19DNA Acc 1 -Acc n未修飾断片(レーン 4、 1 1)、及びネ
トロプシン(レーン 5、6)、ディスタマイシンA (レー ン 7、8)、アクチノマ
イシン D (レー ン9、 1 0)、またはEcoRl(レー ン 12)による修飾断片をESPAl
によって処理した結果のオートラジオグラフィー像。基質DNAをこれらの修飾雑物
とともに薬物/ヌクレオチド比0.05(レー ン 5、7、9)及び0.25(レー ン 6、8、
1 0)の条件下、 37"Cにおいて 30分間インキユベートした後、ジチオスレイト
ーJレ (0.5mM)存在下ESPAl(50μM)とともに37"Cにおいて 15分間処理した。















































































口口 [z 1: 
o 0 r=: r: 
1: r.: 
c: r: 
(sp l↓↓↓m 州州↓ ~ ~ H↓↓↓ ↓ J↓↓ 
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異性を調べるために、 pBR322DNAHinf 1 -Hha 1フラグメントをj，L質と
したDNA切断尖験を行った(図 13)。
その車1J42、ESPCは 10倍波度で ESPAlに匹敵する13い切断的性をぷ





















































































ESPAl (レ-.• 4、5)、ESPC'レー ン 6、7)、ESPD¥.レー ン8、9)によ
って処Fした5・米端12p段跳pBR322DNA Hinf I -Hha 1断片のオートラジオグラフ
ィー 像。DNAサンプルはジチオスレイトール (lOmM)存主下ESP0.2μM (レー ン
，I、6)、2μM(レー ン5、7、8)、または20μM(レー ン9)とともに37.Cに





























1. ペプロマイシン (O.2mM)・鉄 (n) (O.25mM)、O"C、 20分間
2. ESPA 1 (O.3mM) +ジチオスレイトーjレ(IOmM)、37"C、 30分間






























この実験における紫外線前照射時間はO分、 15分、 30分、又は 60分
とし、全サンプルとも紫外線照射後速やかに lmMのジチオスレイト ール


















2 3 4 5 6 
図16 紫外線活性化ESPAlによるDNA切断
ジチオスレイトー Jレ(lmM)存在下(レー ン3、5)または非存在下(レー ン2、
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5・.末端 32p標識 pBR322DNA EcoRI . Ddc!断片そESPAl(0.2μM)・ヅチオスレイ
トール (10mM)系(レーン .1，、あるいはESPAl(2μM)・紫外線照射系(レーン


































UV-ESP A1 ，.t t t t t • t t t • t • • t t t t • t H2C= CCONH 
OCH3 































































































































1 2 345 6 7 
関22 紫外線活性化系におけるESPAl及びf'ESPCのDNA切断







ESP A1 ESP C 
DTT -activation + + 
































ESP DNA cleavage 
~ Form 1 
1 234 5 6 789 
図24 ESPAlの紫外線処理後残存活性
ESPAlのDMSO溶液 (lUjJ.M)に紫外線を 15分間照射した後、 37"C、暗所にて
0分間(レーン 3)、 15分間(レーン 4)、30分間(レーン 5)、l時間(レ
















ESP. fonn 1 (=42.2%) 























































ESP o t1尼=4hr 1000 
tJme 
2000 (min.) ESPA1 
図25 紫外線照射後政市時間(検柏、現4: ome) とESPAlの































民126 a. ESPAlメタノーJレ溶液に 2分間紫外線照射をした後の
HPLC/，¥ター ン
b. ESPAlメタノーJレ溶液のHPLCパターン




































なり安定である (25) (スキーム 5)。紫外線活性化において予怨さ
れるi8性，I'IJ体(スキーム 4、生)に於ても、 PカルポニJレ位炭素に軌道
の変化は~I~ じているものの、チオール系還元剤活性化の結果生じる中間
?? hv ¥ * +トHCR20H ，. 一 -一 .ーγ 、 γ 、 主
+・CR2α4
(2) "vOH 





















































1・に伴い基質切断を不す形状変化、日IJち form1 DNAの減少及び formIと
form II DNAの噌加が確必され、 50"Cにおいて最も顕およな DNA切断活
性が観察されたc 5 0 "Cでの DNA鎖切断の頻度は切らかに ESPAlの濃
度に対する依存性をぶした(み 6)。表 7には 50"Cでの ESPAl媒介
DNA切断反応における pHの影符・を掲げた。反応液の pHは1伽nMTris . 
HCl緩衝液によって設定した。その結果は ESPAlによる熱誘起 DNA分
解がpH7.5あるいは pH6.5より pH9.5において強いことをザJr' I ~こボして
いる。加えて、 DNAの類似した熱誘起分解がカリケミシンのような他の
エンジイン合右抗生物質においても制祭された(表8)。
J:. 5 ESPAl (10μM)によるDNA切断 (30分間、 pH9.5) における





amount of DNA (%) 
form 1 form 1 form 1 reaction pH 

























amount of DNA (%) 
form 1 form 1 form 11 





























?? amount of DNA (%) 
form 1 form 1 form 11 
amount of DNA (%) 0.0 concentration of 
esperamicin A， (μM) form 1 
blank (without 75.5 
esperamicin) 
esperamicin A 1 20.4 form 11  form 1 



































































ぷ8は 50 "cにおける ESPAl、ESPC、ESPD、ESPZ、及びESP
disulfideのDNA切断を比較したものである。 ESPCもまた ESPAlと同級
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A， C D disulfide z 






































6 5 4 3 2 1 
ESPAl及ひ十ESPdisulfideの熱誘起DNA切断








1き質5・.木端 31p掠識 pBR322DNA Salト防-aI断片の 20"CにおけるESPAI ( 
0_2μM)・ジチオスレイトー Jレ (lOmM)系による 15分間の切断(レーンtII 、A
びESPAl(2μM)による 85"Cまたは37"Cにおける 15分IJの切断(レーン 5、














5・-cT C C T G C A T T A G G A A G C A G C C C A G T A G T A G G 
3・-GA G G A C G T A A T C C T T C G T C G G G T CA T C A T C C 
図31 ESPAlによるチオール誘起及び熱1$起DNA切断恥J主任ISf立の
ヒストグラム




































た。アてトニトリル/O.lMギ酸アンモニウム aq.(1 : 1) を移動相!と
して用い、流述 lml/分に設定した。 ESPAlを単独で熱処理1lしたサンプ
ルを HPLC分析すると一つの主要化合物の生成が示された(保持時Il¥J、














1 )ロ ESPZにDNA切断活性がないという事実は、 ESPAlによる熱誘起
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